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にすることを目的とし， Fo' stalkに属するサフユニット 7種と F，のssubunit， 
そして活性制御因子である IFl(ATPase inhibitor protein)の全9種について転写
物量の解析を行った.その結果，これら 9種のサブユニットのmRr吋Aは大部
分心臓において最も多く発現しているが，これら mRNAの分子モル比は，脳・
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ミトコンドリアは 高度に動的なオルガネラで，セルサイクルの G1 -期には~
てのミトコンドリアが融合した celularmitochondrionともいうべき連続した網状体








となっておりの さらに. RutlerとRizzutoは，ミトコンドリア外膜が， endoplasmic 










































JVSマウス (JuvenileVisceral Steatosis mouse) l))に着目し，ミトコンドリアのバイオジ、工
ネシスの解明を目的として， !FH+-ATP合成酵素の転写レベルにおける発現制御機
構の解明』と!FJVSマウスにおけるミトコンドリア数の増加に関わる新規因子の探







特定の化学量論比で 5 種の複合体(I~v) に分子構築された超分子複合体である
これらの複合体のサブユニットのうち，複合体 1，II， IVヲ Vに関わる 13種のサブユ
ニットはミトコンドリア遺伝子にコードされている(シトクローム b，シトクロ
ムオキシダーゼの COI， I， II， NADH脱水素酵素の ND1 ~6， ND4L， H+ -ATP合成
酵素の subunita， A6L) 1.7) (図 2-1) .つまり，これら 4つの複合体は，核遺伝子と
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である(図 2-2). H+-ATP合成酵素は F1とFoと呼ばれる機能的に異なるセグメ
/トとこの 2つをつなぐstalk部分から構成された超分子複合体である .Fl はミ ト
コンドリアの内膜から突出しているATP合成反応の触媒部位であり， Foはプロ ト
ンを透過させる膜内の通過路で、エネルギ一変換反応に携わるセグメン トである.Fl 












λalk部分は，ラット2・7.13-23)においては， subunit a， subunit b， subunit c， su bunit d 
subun1t e， factor 6， OSCP (Oligomycin sensitiviけconferringprotein)， A6Lの8つのサブユ
ニットから構成されている ことが明らかとなっており，更に，ウシ24.25)については
ubunit f， subunit gの存在が，酵母あ)についてはsubunitfの存在が確認されている.
これらの各サブユニットのストイキオメトリーは，Flセグメン トの α，sヲy，6， Eが
3:3:1:1:1であり27却) ， Foセグメン トの b，d， e， factor 6， OSCP， A6Lがそれぞ













筆者らの研究室等でクロ-ニングされたラットの subunitb1118)3subunit C212)‘subunit 
d23)， subunit eI6)， factor 61り初)，oscpZリと Fl-ssubunit38l，そしてATPの浪費的な分解を
防いでいる 1F1(ATPase inhibitor protein)21)の全 9種について，その転写物量の解析
を行った.
図2・2 ミトコンドリア内膜に存在するH+-ATP合成酵素の模式図
本酵素の触媒部位を構築している Fl複合体は，α，s， y， O， Eのストイキオメ
トリー で構築されており，その三次元的構造が決定されている.他方，エネルギ
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Poly(A) +RNAの精製2.2・4In Vitro転写システムを用いた mRNAの合成2.2 -3 
約 300代の兄妹交配によ個体問のア-ティファクトを減らす目的で，ここでは 3mRNAの絶対量を定量するため Invitro転写システムを用いて BluescriptI KS+に
り個体問の遺伝的差異が少ないとされる近交系 Fischer344系ラットを実験動物とこれまで筆者らの研挿入した各 cDNAから mRNAを合成し内部標準試料とした
2， 8， 35， 52， 90週齢の各 3匹の Fischer344系ラットよ り脳 ・肝臓 ・Jしして用いたBluescript I KS+のEcoRV-Not1 siteに究室でクローニングされた全ての cDNAは，
ホ(2週齢ラットは組織量が少ないので，その各々約 1グラム臓 ・腎臓を摘出し，Arnbion社のMAXIscriptjJ) vitro Not 1 siteで切断し，正順位で挿入されているので，
グアニジンチオシアモジナイズの段階で5匹分を混合してサンプルとした)からBluescript I KS+の T3promoterから転写を行つTranscription Kits (#1318)を用いて
さら得られた totalRNAは，ネート ・CsCl超遠心法により totalRNAを抽出した.フェノール抽出及びエタノール沈殿 (70%エタノール得られた転写産物は，?
2位の炭素の -OHと-Hの差を利用しにタンパク質と DNAの混入を防ぐために，を確実に除去して精製したフリーの NTPを行うことによりによる洗浄 2回)
こ ~Lをた酸性フェノ-ルによる抽出とエタノ-ル沈殿を行うことにより精製した.260nmの吸光度を測定することにより行った.定量は
ribosomal-RNAを高度に除去Oligo( dT)Latex <super >で 2回精製することにより，各 cDNA長と同部をアガロース変性ゲルで電気泳動することにより，反応液の
こうして得られた poly(At RNAは，して高純度な poly(AfRNAを得た(図 2-6)バンドとして泳動されることを確認した(図 2-5) の単
目的のバンド以外への各プローブの結合は認めらノーザンブロッティングの結果，

























図2-6 Poly (Af RNAの精製度の確認
Poly (Ar RNAは， Total RNAより oligo(d乃Latexくsuper>を用いて 2回精製し
た精製度の確認は，吸光度測定と電気泳動により行った. ここには.8週齢ラッ
トの各臓器から精製した RNAの電気泳動の一例を示しである. 1: Total RNA 
1.S時 (kidney) 2: Poly (Af RNA l.Sf-lg (kidney) 3: Poly (A)守 RNA2.0~g (brain) 
-11-
Adenine GL岨I1lrモ 匂1口slne Uracil A<lenine.polyj刈 MW Le時th
1. cRNA-b 352 288 260 304 352 414260 1204 
2. cRNA-cP1 124 180 178 159 134 22浅沼2 651 
3. cRNA cP2 141 171 196 165 204 252760 736 
4. cRNA-d 195 182 150 134 195 228413 661 
5. cRNA-e 119 108 80 73 192 157263 453 
6 cRNA 陀 168 126 113 131 222 お 4241 592 
7. cRNA F1 163 165 125 108 167 19562 4 565 
8. cRNAαョCP 213 205 200 169 223 274539 797 
9. cRNA - ~ 81 99 98 80 81 117167 358 
一一
図2-5 合成 RNAの泳動像及び分子量
各合成 RNAは，Bluescript I KS+に組み込んだ各 cDNAから jnvitro転写系を用




2.2 -5 ドットブロッティング法による mRNAの定量
ブロッティングはBIO-RAD社の Bio-DotSF Apparatus (170-65-42)を用いて行い，
1枚のメンプランにつき，内部標準試料として 8段階 (320 pgヲ 160pg， 80 pg， 40 
pg， 20 pg， 10 pg， 5 pg， 2.5 pg)に希釈した各サブユニットの合成RNAと，目的のサ
/フ。ルとして各週齢 (2，8， 35， 52， 90)の各種臓器(脳 3 肝，心，腎)から単離精
製したpoly(A)ふRNA100 ngずつを同時にブロットした.ハイブリダイゼーションは，
メンブラン 1cm2当たり 150μlの溶液中で 42
0C，12時間以上行った.洗浄は， 2X 
SPE/0.1 %SDS中で 4SoC・15分間を 3回、1X SSPE/0.1 %SDS中での。c・30分










これを富士フィルムのイメージングアナライザ一 CBAS-lS00) を用いて 3 各シ
グナル強度を測定し(図 2-7)，内部標準試料のシグナル強度を基にした直線回帰
により各サブユニットの量を (pgll00ngpoly(ArRNA)の単位で算出した(図 2-8，








si.bunit c(P') si.bunit c(P2) subunit d 
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合成 RNA Flscher rat 
Poly(A)'RNA 
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。? ?? ???DNAの量も増加する 1)
出生後の外これはラットで確認されている引 .その転写量が上昇することが，
酸化的リン酸化が始呼吸開始と共にミトコンドリアのバイオジェネシスがおこり，
























ヒト線維芽細胞の老化による呼吸活性の調査に逆にまることで説明できる判 .円oscP IF1 F6 e d c(P2) C(P1) 
。
80歳では胎児の約 15% までに直線的に激シトクロム c酸化酵素活性が，よると，
核遺伝子とミトこのような様々な適応変化には滅することも知られている判.
(N uclear Respiratory NRF コンドリア遺伝子からの協調的な発現が必要であり，




















そのFl-s subunitでは他と比べてとりわけ高かったが，ブユニッ トの mRNA量は，
90 52 35 
勾e(w回)











e 7501[，2 F6 
~ ~臼 IFl











90 52 35 
勾e(w回)
数日間電気刺激を加え続けると，他方の筋体の片方の座骨神経に電極を埋め込み















しているためであると推測される.この事実は， c(P 1 )/c(P2)のmRNA比が ATPase
richな組織において高いこと，寒冷条件にさらした褐色脂肪細胞では.subunit 
c(P2)の発現には変化が見られなかったのに対して subunitc(P 1)では変化が見られ








における全サブユニッ トの総量を 100%と して，それぞれのサブユニットの値をモ
ル比で表わすと面白いことに，全てのサブユニットがどの組織においても，転写レ
ベルで一定のストイキオメトリーでコンスタントに発現されていることが確認され
た(図 2-11，Table 2-2) . このこと は， これらサブユニットの mRNAを一定の割
合で発現させるための，転写レベルでの分子シンク ロナイゼイション機構の存在を
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次に， mRNAとタンパク質のストイキオメトリ ーを比較したところ (Table2-3) 、
タンパク質のストイキオメトリーは 3 戸:b : c : d e: factor 6 : OSCP =3 : 2 : 10 : 
1 : 2 : 2 : 1であるのに対して，mRNAのストイ キオメトリーは， s : b : 
c(P1)+c(P2) : d : e : factor 6 : OSCP=8.0土2.3: l.0士0.3:[(1.2:t0.5) + (l.3+0.4)J 
1.5:10.6 : 2.9土1.1: 2.5士0.9: 1.2士0.4と一致しなかった.例えば， 膜内で 日¥輸
送にかかわる poreを形成するサブユニット cと触媒部位のpサブユニットのタン
パク質のストイキオメトリ は 10: 3であるが， mRNAのストイキオメトリ ーは
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2， 8， 35， 52， 90週齢のラッ トの脳 ・肝臓 ・心臓 ・腎1蔵における各サブユニットの転写発
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(F344!DuCrj)を用いた.今回使用した 2， 8 ， 35 ， 52週齢の Fischer344系ラ ット
(オス)は， 日本チャールズリバー社より購入した.90週齢のラットは 70週齢の
時点で日本チャ ールズリバー社よ り購入し， 引き続き本学医学部附属動物実験施設
のSPF(SpecificPathogen Free)ラット飼育室にて飼育した.餌は日本チャ ールズリノ刊
一社と同じものを与えた.
2. 4-2 In Vitro転写系による RNAの合成
CsCl超遠心で精製した目的 DNAを含むプラスミドを制限酵素 人TotIで直鎖状に
し，電気泳動により完全に直鎖状になったことを確認した(ここで環状のプラスミ
ドが残っていると，転写反応に支障が出る) これを， Proteinase K (100 '"-' 
200μg/ml)で450C， 30min処理し，フェノ -ル抽出，エタノール沈殿を行なって精製





して，各臓器 19ずつを 1%となるように 2-メルカプトエタノールを加えたグアニ
ジンチオシアネ-トバッファ-中に懸濁しホモジネ-卜した.これを， 5.7M CsCl 
溶液に重層し，超遠心機 BECKMANL8M-SW-28で 200C)26，000rpm ， 20~ 24時間
遠心して totalRNAのぺレッテイングを行った.さらに，酸性フェノールによる抽
出とエタノ -ル沈殿で精製した後， Oligo (dT) Latex <super> (日本合成ゴム，日
本ロッシュ)で 2回精製して，高度に rRNAの除去された高純度の mRNAを得た.
-25-
2.4-4 ドットブロッティング
BIO-RAD社の Bio-DotSF Apparatus (170-65-42)を用いて行った.メ ンプランは，
ポジティブチャージナイロンメンプランである Hybond-N+を用いた.
変性させた(変性バッファー;脱イオンホルムアミド=3.75ml，37%ホルムアル
デヒド=1.215ml，10 X MOPS buffer=0.75ml)合成 RNA (320 pg， 160 pg， 80 pg， 40 
pg， 20 pg， 10 pg， 5 pg， 2.5 pg)と poly(ArRNA (100 ng)をそれぞれ一定量ずつ各ウエ
ルにアプライし，ウエルが乾燥しないように注意しながら均等に吸引させた.続い
て， 0.05N NaOHに浸したWhatman九仏1paper上に RNA結合面を上にして5分間
置き， 2XSSPEでリンスして余分な水分を Whatmanpaper上で除いた. その後，















た.ハイブリ後の洗浄は， 2 XSSPE/0.1 %SDS中 450Cで 15分間 (3回) ， 1 ><
PE/0.1%SDS中 45Lで 30分間 (1回) ， 0.25 X SSPE/0.1 %SDS中45
0Cで 15
分間(1回)で行なった.こうして得られたメンプランをラップフィルムで包み，
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大腸菌や葉緑体では， FtsZと呼ばれる因子がその分裂増殖の essentialfactorの 1
つであることが知られている2) FtsZはチュープリン様のもので， GTPase活性を
有し invitroで重合することができ，細胞の分裂部位で重合してリング構造を作り
細胞を分裂させることが明らかになっている2) この FtsZは， 全ゲノムが明かとなっ
ているC.eJegansや S.cerevisiaeのゲノム上では発見できない.しかし最近，藻類
のMaJJomonasspJendensのミトコンドリアの分裂に関与している因子がFtsZホモロ
グであるがことが示された3) そして‘ FtsZの発見できなかった S.cerevisiacでは
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JVSマウスについてここで，(Juvenile Visceral Steatosls mouse) ]0)に着目した.ス
説明したい.
江主主このような JVSマウスの心筋細胞におけるミトコンドリアの劇的な増殖は，1988年に金沢大学の小泉らによって常染色体劣性の遺伝形式によマウスは，JV 
『ミ トコンドリアのバイオジェネシスの解明』のための最適な実者らの目的とするり脂肪肝 ・心肥大 ・低血糖症 ・高アンモニア血症など様々な臨床所見を呈する
本研究を開始した.験材料になりうると考えられたことから後に JVSマウスと呼ばれるようになっC3H-H20系のマウスとして最初に報告され
そのエネミトコンドリアは酸化的リン酸化系によりエネルギーを産生しており、腎臓でのカルニチン再吸収障害11)が原因とさマウスは，たマウスである1D) JV 
JVSマウスでは全組織でカルニルギ-源は各種臓器により主とするものは異なる.全身性浮れる全身性カルニチン欠乏マウスで，生後 3~ 4 ヶ月で心肥大が合併 し，
血中の脂肪酸の大部分を占める長鎖脂肪酸はマトリックチンが欠乏しているため，現在，寿命は非常に短いとされている.腫等により突然死することがあるため12)
















(ATPase inhibitor protcin) について，そしてIFle， c(P2)， subunit c(Pl)， 今回は，
そのJVSマウスにおけるその転写物量の解析を行なった.第 2章に示した方法で，Long Chain Fatty Acid 
Aの希釈列から検量線合成 Rこれより，図 3-3に示した.ドットブロット像を，mitochondrial 
outer me mbrane Acyl CoA Synthase 







? ? ? ?? ? ?? ? ? ? ?
ミトコンドリア数の増加を引きJVSマウスの心筋細胞では，これらのことから，
正常マウスのそれに比べ特異的に極端に多く発現していること起こす制御因子が，
c(P2)， 日+-ATP合成酵素サブユニット (subunitc(Pl)， 
??
そこでが予測された
転写レベルでどのよ2章と同様に mRNA絶対量を定量し，IFl)についてP e， 
正常マウス・ JVSマウスの各種臓器における
ザー ATP合成酵素各サブユニット mRNAのドットプロット解析
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平均値土標準偏差で示してた(c(Pl)， c(P2) : n = 3， e， IF1， s: n = 6 ) 
その結果，各サブ、ユニットの各臓器における転写量，臓器特異的転写パターンは，
正常マウスと JVSマウスの聞に相違はなくほぼ等しかった.また，転写パターン
















ウスにおける mRNA発現量の違いを蛍光 DiferentialDisplay (DD)法により検出し







像の一部を図 3-5に示す.その結果， JVSマウスで発現量が増加 ・減少している断
片がいくつか検出された.
プライマーセッ トI
U pstream primer (5'→3') 
ARP 3 : GACCAITGCA 
ARP 4 : GCTAGCAGAC 
プライマ-セッ トI
Upstream pomer (5'→3') 
No. 2 : CTGCITGATG 
No. 3 : GATCCAGTAC 
No. 4 : GATCGCAITG 
NO.13 : TGGAl寸GGTC
NO.17 : GATCTGACTG 
NO.19 : TACAACGAGG 
NO.20 : GATCAAGTCC 
-39-
Downstream primer (5'→3') 
AP 1: T11'11'11'11'11'fGA 
AP 2 : 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 GC
Downstream primer (5'→3') 
AC: 1 11'1111'11'111 AC 
CG : 1 1 1 1 1 1 1 1 CG 
特異的発現遺伝子断片の抽出 ・精製3.2-3 作、ぺも r心〆〆ぷ〆V〆Vljレ〆どどどどど
育7百7石7可3百寸可寸石ゴ百ヨ丙 JNJNJNJNJNJ
対照とのバンド量の差を発現に差の見られた DNA断片をゲル片から熱抽出し、
また，15 ~ 20サイクルで 2ndPCRを行なった.保持したまま増幅するために-ー-・-両国-











AC-13 AC-20 CG-13(1) CG・13(2) CG-13(3) CG-19 
20 I 5 20 I 5 20 I 5 20 1 5 20 1 5 20 I 5 (cy cl es) 




























































正常マウス (N) とJVSマウス(J)における mRNAの発現量を比較したもの
の一部を示した.各サンプルは本文中に示したプライマーの組み合わせで名前を




N J N J 
糊蹄 4←IV h柑柑・t.・
2% Agarose 
N J (H.A-Yellow containing) 




11ー 歩 VI.ーで~ .，・ .;~バ ご ・ ・，・・ !;. ~ ，. . ".'r ".;!川 3・ 4司「ー VI .，斗 .. ←IX 
図3-7 正常マウスと JVSマウスの間で
発現量に差のみられた断片
N:正常マウス， J : JVSマウス. 対照との発現量の差が確認されたものを示
した 1 ~ VIIは， DD法での泳動像， VIl， IXはH.A.-Yellow含有アガロースに
よる 2回目の泳動像で‘ある
AP 1 -ARP 3 JVSマウスで発現量増加
11. AP 1 -ARP 3 (2) JVSマウスで発現量増加
II. AP 1 -ARP 4 JVSマウスで発現量減少
IV. AC-13 JVSマウスで発現量増加
V. CG-13(1) JVSマウスで発現量増加
VI. CG -13 (2) JVSマウスで発現量減少
VII. CG -13 (3) JVSマウスで発現量増加
VIII. CG-19(1) JVSマウスで発現量増加
IX. CG -19 (2) JVSマウスで発現量増加
また，一部については，抽出した DNAをプローブとした Northern blot法により，
発現量に差のあることを再確認した (datanot shown) . 
3.2-4 単離した特異的発現遺伝子断片のシークエンス決定
3.2-3で行なった 2ndPCRは3 正確に断片を増幅させるために.高 いfidelityを
持つ PyrobestDNA Polymerase (宝酒造)を用いて行なっているので.その末端は平
滑になっている.そこで， pBluescript I KS+をEcoRVで平滑化して，各断片を組込
みサブクロ-ニングした反応は， DNA ligation Kit Ver.l (宝酒造)を使って行なっ
た.これをCompetentCell JM109 (宝酒造)にトランスフェクトして. IPTGヲ X-gal
を含む培地でカラーセレクションして，インサ-トの入ったプラスミドを確認した.
こうして得た各 DNA断片を含むプラスミドから，蛍光ラベルを用いたジデオキシ
法による AutoRead Sequence法(ファルマシア)で，各 DNAの配列を決定した
(図 3-8) .得られたシークエンスデータは，IDEAS (bttp://www.genome.ad.j刊に
より GenBank，EST data baseの登録データを用いて，ホモロジーサーチを行なった
(Table 3-1) .その結果， 3つの遺伝子断片については既知の因子であり，その他
の6種の遺伝子については，相向性を示すものは無くもしくは配列のみが登録され
たものであり，新規の因子であるととが明らかとなったこれら新規の因子の中に，


















A TC TC AGTTC T AGCCAAAAAAAAAAAA. . . (697 b p) 






























































AGTGCTCACGAAAAAAAAAAAA. . . (270bps) 
図3-8 蛍光 DifferentialDisplay法より得られた遺伝子断片の塩基配列
Table 3-1. IDEASによる SequenceSimilarity Search 
IDEASによる SimilaritySearchの結果を示した.それぞれの断片のサイ
ズと相向性を示す因子の名称を示した.未知のものは unknownとした
sequence bps similarity search 
697 unknown 
11. 347 cytochrome c oxIdase polypeptide VIIB precursor 
lI. 480 unknown 
IV. 351 unknown 
V. 663 unknown 
VI. 442 unknown 
YII. 466 ribonucleoprotein F 
VIlI. 630 unknown 
IX. 270 ubiquinol-cytochrome c reductase subunit X 
逆転写反応の際に RNA鋳型の末端まで達すると，その部分の 1ststrand cDNA末端
に数塩基の (dC) を付加する.この性質を利用して， 3'末端にオリゴ (G)配列を
持つ SMARTオリゴヌクレオチドを同反応系に加えておくと，この cDNA末端部に
付加された (dC)部分とオリゴヌクレオチドが塩基対を形成し，逆転写酵素の鋳
型 (RNA)が延長した状態になる. Power-scrIpt reverse transcriptaseは，この追加さ
ポリ A+RNA
5L~ぺJもUVl九.)pO~' A J' 
f一GGG I ~ 
SMARTフ「リゴヌクレオチド | 改交情オリゴ μT)プライマー
I 1以ストランドイT成および
W RTによる (dC)テー ル{・IJllxル
れた SMARTオリゴヌクレオチドに鋳型を切換えて，オリゴ、ヌクレオチド末端ま T、
複製を続ける. SMARTの由来は，この RNA鋳型 5'末端での切換機構 Switch
MechanismAt the 5' end of RNA主emplateよりきている.得られた一本鎖 cDNAには.
mRNA鋳型の完全な 5'末端と SMARTアンカーと呼ばれる SMARTオリゴヌクレ
オチドが含まれているので，このアンカーと 3'末端の改変型オリゴ (dT)配列で
の長距離 (LD)PCRによりライブラ リーの作製が可能となる.こうして得られた
完全長 dscDNAを入TriplEx2ファージの SfjIサイトに組込み， 正常マウス:3.0X 
10
9 
pfu / ml， JVSマウス:3.6X109pfu/mlのタイターの cDNAライブラリーを完成
させた.この cDNAライブラリーの挿入断片サイズは，形成されたプラークを適当
にピックアップして， PCRでチェ ックした(図 3-10). 
















































































鏡で観察した .蛍光タンパク質発現ベクターとしては， CLONTECH社 の
pDsRed1-Mitoを用いた. これは， DsRed (Dβcosoma sp. red f]uorecent protein)加)と
呼ばれるイソギンチャク由来の赤色蛍光タンパク質(励起極大 558nm，蛍光極大





































































3.4-1 蛍光 DifferentialDisplay 法
JVSマウスと正常マウスの心臓から，第 2章と同様の方法でそれぞれの mRNA
を単離・精製した.これを，逆転写反応 (AMVRTaseXL (宝酒造)司および
Superscript I (GIBCO BRL) )後， 1stPCRとして，各種プライマー (本文中に示
した)により， (94 oC -2min， 400C -5min， 720C -5min) x 1サイクル守 (940C -
30sec， 400C -2min， 720C -1min) X 34サイクル， 720C -5min X 1サイクルで反応さ
せた.その後， 900Cで2min変性 (95%ホルムアミド-20mMEDTAと1: 1で混合)
させ， 7 M U rea -4 % polyacry lamide (1 X TBE)で， 40W約 3時間泳動した. これを
FMBIO I (宝酒造)およびgenomyxLRS(BECKMAN)で読み取り解析した.
3. 4-2 2nd PCRおよび H.A.-Yellowによる分離
Differential Display法よ り得られた目的のバンドと対照バンドをゲルから切出し，
滅菌水 50μlを加え， 30分室温放置した後， 10分間ボイルして抽出した.これを
1st PCRで用いたフライマーと同ーのプライマーで(94 oC -2min) X 1サイクル，
(94
0
C -30sec， 400C -2min， 720C -lmin) X 15 or 20サイクルで反応させたそして
1 U / ml H. A -Yellow添加アガロースゲルで各サンプルを対照と並べて泳動して，シ
ングルバンドに分離すると同時に差の保持されているバンドを決定し抽出した.ま




3. 5-2で得られた DNA断片を pBluescriptI KS+の EcoRVサイトに平滑末端で組
込み， Auto Read Seguencing Kit (Pharmacia)を用いてジデオキシ反応させて，




SMART法の原理は，本文中に示したとおりである.Power-script reverse transcnptase 
による逆転写反応，続いて Long-DistancsPCRを行なった後，Proteinase K処理， フエ
ノール抽出，エタノール沈殿， Sfi 1消化を行い， CHROMA SPIN-400で濃縮分画
した .この cDNAを入TriplEx2Vectorにライゲーションし ，Gigapack II Gold 
Packaging Extract (STRATAGENE)でパッケージングしてフアージとした.得られ
たファージは， E.coJiXL1-Blueによりタイターチェックを行った.また挿入断片は，
λTriplEx LD-Insert Screening Amplimer Sets (CLONTECH)により， PCRで確5忍した.
SMARTオリゴヌクレオチド
5'-AAGCAGTGGT A TCAACGCAGAGTGGCCA TT ACGGCCGGG-3' 
改変型オリゴ (dT)プライマー (N 二 AヲG，C， orT; N_J= AフG，or C) 
5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30 N.1N-3' 
λTriplEx LD-Insert Screening Amplimer 
5' primer 5'-CTCGGGAAGCGCGCCATTGTGTTGGT-3' 
3' primer 5'-ATACGACTCACTATAGGGCGAAτTGGCC-3' 
3.4-5 pDsRed1-Mito vectorの C2Ci2細胞へのトランスフェクション
トランスフェクションは，非リ ポソ-ム系の真核細胞用トランスフェクション試
薬である FuGENE6 (ロッシュ)を用いて行なった.この効率は， FuGENE 6/ 
DNA比や，細胞の状態によ り大きく影響を受けるが，今回，細胞濃度 (3.3X 104 
cels / ml) ) Dl¥伍M (91μ1) ， FuGENE 6 (9μ1) ， pDsRed1-Mito vector (1.5μg) ， 
50mmガラスボ トムカルチャーディッシュ(ポリリジンコート;YSI)の条件で最
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核にコードされた H+-ATP合成酵素のサブユニットの mRNA量は 心臓>腎臓>
脳与肝臓という臓器特異性を持っており，さらに，全てのサブユニットの mRNA





































Diferential Display法により，このミトコンドリアの“分裂 ・融合 ・分配"に関与す
る可能性のある未知の新規遺伝子を 6種発見した 今回これらの因子についての詳



























































Diferential Display Y:去を用いて]VSマウス心筋(ミトコンドリアが劇的に増加) と正常マ
ウスで発現している mRNAの差を解析し，ミトコンドリアの増殖に関与する可能性の
ある新規遺伝子を 6種得ることに成功している.
本研究における上記の優れた発見は，博士論文として妥当であると判定する.
